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Celem niniejszej pracy było ustalenie podstaw metodycznych za- 
stosowania chromatografii rozdzielczej па bibule do analizy niektórych 
cukrowców, które interesowały nas (Opieńska-Blauth, Kański, Sto- 
bińska 16), w związku z prowadzonymi badaniami nad przemianą 
węglowodanową u Escherichia coli. 

Metodyka chromatografii bibułowej znalazła szerokie zastoso- 
sowanie w Związku Radzieckim i innych krajach, jako szczególnie 
cenne uzupełnienie dotychczas stosowanych metod. zwłaszcza w dzie- 
dzinie biochemii i chemii organicznej. U nas, w kraju, do tej pory 
mało uwagi poświęca się chromatografii bibułowej, przeto pracę 
tę — pierwszą z cyklu prac wykonanych tą metodą -- poprzedzamy 
szerszym wstępem. 

Wstęp 


Do najwcześniejszych prac. w których posługiwano się bibułą 
filtracyjną w analizie przypominającej analizę chromatograficzną, za- 
licza W. W. Raczinskij (19) prace Cohna z 1851 r., który rozróżniał 
niektóre barwniki po wkropleniu ich na bibułę na podstawie rozcho- 
dzenia się tworzących się barwnych pierścieni, oraz Rungego z 1855 г., 
który zauważył periodyczność procesów zachodzących przy przecho- 
dzeniu roztworu soli i ługów przez bibułę filtracyjną nasyconą uprzed- 
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nio różnymi solami. Z dalszych usiłowań tego typu należy wymienić 
„analizę kapilarną* Schónbeina i Goppełsródera (20, 9). Wspomniane 
prace nie miały jednak większego praktycznego znaczenia i nie miały, 
w istocie, wiele wspólnego z właściwą chromatografią. 

Twórcą chromatografii był M. $. Cwiet, utalentowany botanik 
rosyjski, który opublikował w Warszawie w 1903 r. swoj; podstawową 
pracę kładąc w ten sposób podwaliny pod nową gałąź analityki che- 
micznej. W swych klasycznych doświadczeniach rozdzielił on barwniki 
zielonych liści w kolumnie adsorpcyjnej wypełnionej węglanem wap- 
niowym (3). Jakkolwiek prace М. $. Cwieta poświęcone były głównie 
chromatografii adsorpcyjnej, kolumnowej, to jednak przypisywał on duże 
znaczenie wykorzystaniu bibuły filtracyjnej do celów analizy chroma- 
tograficznej i wskazywał na to, że przy użyciu bibuły można będzie 
osiągnąć lepsze rozdzielenie skladników niektórych mieszanin (cyt. 
za Rzaczinskim). 

Chromatografia adsorpcyjna początkowo nie wzbudziła większych 
zainteresowań w Świecie naukowym, ale w ciągu ostatnich 20 lat 
rozpowszechniła się szeroko i stała się jedną z podstawowych metod 
w analizie jakościowej oraz preparatyce chemicznej. W zakresie bio- 
chemii ten szybki rozwój chromatogralii adsorpcyjnej datuje się od 
Kuhna (13) i współpracowników nad rozdzielaniem barwników karo- 
tenoidowych. 

W 1920 r. uczony radziecki N. A. Tananajew (22) opisał metodę 
analityczną służącą do identyfikowania związków chemicznych na bi- 
bule filtracyjnej, którą nazwał metodą kroplową. Metoda ta była bar- 
dzo podobna do pewnych odmian dziś stosowanych metod chromato- 
grafii rozdzielczej na bibule. Ogromny materiał doświadczalny za- 
warty w pracy Tananajewa nie został należycie wykorzystany, głównie 
ze względu na trudności natury teoretycznej -- brak było w tym 
czasie ujęcia spostrzeganych zjawisk w ugruntowaną pod względem 
fizyko-chemicznym teorię. Dziś wiemy, że to, co otrzymywał Tana- 
najew na bibule ,było chromatogramami mieszanego typu. 

Zagadnienia teorii chromatografii adsorpcyjnej, a co za tym idzie, 
i chromatografii rozdzielczej zostały należycie oświetlone w szeregu 
prac uczonych radzieckich oraz innych. 

Ponieważ w chromatograficznym rozdzielanin składników mie- 
szaniny biorą główny udział przede wszystkim dwa czynniki: różna 
zdolność adsorpcyjna składników mieszaniny i różny stopień rozpu- 
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szczalności, który wpływa na rozdzielenie się związku między dwa 
płyny lub powoduje wypadanie osadu, przeto słusznym było oparcie 
podziału metod chromatograficznych na: 
chromatografie adsorpcyjną (wprowadzoną przez Cwieta), 
chromatografię osadową (wprowadzoną przez E. N.i T. B. 
Gaponów (8)), 
chromatogralię rozdzielczą (wprowadzoną przez Martina 
i Synge'a (15)). 

Zasadnicza różnica pomiędzy chromatografią adsorpcyjną i roz- 
dzielczą polega na tym, że gdy w pierwszej podstawowym zjawiskiem 
jest ustalenie się równowagi między fazą płynną i ciałem stałym, to 
w chromatografii rozdzielczej równowaga ta ustala się pomiędzy 
dwiema fazami płynnymi, z których jedna „unieruchomiona“ jest na 
porowatej „podporze“ w postaci żelu lub bibuły. 

Rozdzielanie składników mieszaniny pomiędzy dwa nie mieszające 
się ze sobą rozpuszczalniki (np. chloroform i wodę) opiera się na istnie- 
niu charakterystycznego dla każdego związku współczynnika podziału. 

Podkreślić trzeba, że istnieje metoda, która nie posługuje się żadną 
„mechaniczną podporą“ dla uzyskania całkowitego rozdzielenia mie- 
szaniny, lecz w której stosuje się ciągią ekstrakcję w specjalnym przy- 
rządzie i przy pomocy specjalnie dobranych rozpuszczalników — jest 
to metoda opisana przez Craiga (2). Istnieją poglądy, że nazwa 
„chromatografia“ obejmująca różnorodne techniki analityczne staje się 
dziś już zbyt wąskim pojęciem, gdyż coraz częściej wchodzi w użycie 
zastosowywanie innych testów niż barwne. Dla przykładu można wy- 
mienić „analizę frontalną' Tiseliusa, przy pomocy której identyfikuje 
się składniki mieszaniny na podstawie współczynnika załamania pro- 
mienia świetlnego przechodzącego przez poszczególne frakcje roztworu 
poddawanego rozdzielaniu chromatograficznemu. Innym sposobem jest 
mierzenie przewodnictwa elektrycznego tych frakcji. Wymienione tu 
przykłady odnoszą się do chromatografii adsorpcyjnej kolumnowej, 
ale ostatnio również w chromatografii rozdzielczej па bibule wprowa- 
dza się podobne metody. Wystarczy wskazać na tzw. „radiochroma- 
togramy“, z których korzysta się przy rozdzielaniu substancji piętno- 
wanych izotopami radioaktywnymi i gdzie miejsca zatrzymania się 
tych substancji na bibule wykazuje błona światłoczuła przyłożona do 
bibuły. 
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Należy podkreślić, że chromatografia rozdzielcza na bibule często 
musi być uzupełniana lub poprzedzana wstępną chromatografią adsorp- 
cyjną (najczęściej na żelu krzemianowym lub syntetycznych żywicach 
jonowymiennych). Tak więc chromatografia bibułowa łączy się z chro- 
matogralią adsorpcyjną kolumnową nie tylko pod względem wspól- 
nych aspektów teoretycznych, lecz również ze względów ściśle prak- 
tycznych. 

Ważnym etapem w rozwoju chromatografii bibułowej okazały się 
prace Consdena, Gordona i Martina (1) przeprowadzone w 1944 roku. 
Autorzy ci, w miejsce kolumny, użyli paska bibuły filtracyjnej jako 
mechanicznej podpory dla fazy wodnej układu rozpuszczalników. oraz 
zastosowali rozpuszczalnik organiczny jako fazę niewodną, która 
spływa po pasku bibuły powodując rozdzielanie się składników mie- 
szaniny wskutek tego, że posiadają one różne współczynniki podziału 
pomiędzy dwa mieszające się ze sobą rozpuszczalniki. Doskonałe re- 
zultaty osiągnięte przy pomocy tej metody przy rozdzielaniu amino- 
kwasów w hydrolizatach białek zachęciły licznych badaczy do zasto- 
sowania chromatografii rozdzielczej bibułowej do rozdzielania i wy- 
krywania innych typów związków chemicznych, jak np.: węglowoda- 
nów, zasad purynowych, związków nieorganicznych, kwasów orga- 
nicznych i wielu innych. 

Teoretyczna strona chromatografii rozdzielczej pomimo licznych 
prac naświetlających dość wszechstronnie to zagadnienie, o czym 
wspomniano wyżej, nie jest sprawą ostatecznie zamkniętą. 

Przechodzenie składników rozpuszczonych z jednej fazy do dru- 
giej fazy układu rozpuszczalników tłumaczy się różnicami sił działa- 
jących na daną cząsteczkę w obu tych fazach. Jeżeli np. grupa СН» 
przechodzi z wody do cykloheksanu, to dzieje się tak dlatego, że grupa 
CH» w cykloheksanie rozdziela cząsteczki rozpuszczalnika, które po- 
wiązane są między sobą tylko siłami van der Waalsa, podczas gdy 
w wodzie cząsteczki powiązane są o wiele silniejszymi wiązaniami 
wodorowymi. СН» jest zatem jakby wypierane z wody do cykloheksanu. 
Współczynnik podziału dla grupy CH» uprzywilejowuje w tych warun- 
kach cykloheksan. Z tych samych względów, z jakich współczynnik 
podziału związków alifatycznych kształtuje się korzystnie dla cyklo- 
heksanu, benzen uprzywilejowuje związki aromatyczne. Fenol lub 
kollidyna, nasycone wodą, stanowią doskonale rozpuszczalniki dla 
ciał zdolnych do tworzenia wiązań wodorowych. Ich specyficzne dzia- 
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łanie wzmaga fakt, ze fenol jest donatorem wodoru, gdy kollidyna 
jest akceptorem wodoru. | 

Dodatkowym czynnikiem wzmagającym prawdopodobieństwo roz- 
działu dwóch związków na drodze chromatograficznej jest zmiana 
stopnia asocjacji cząsteczek tych związków w zależności od rodzaju 
rozpuszczalnika. 

Zagadnienie, w jakim stopniu w chromatografii rozdzielczej bierze 
udział adsorpcja, a w jakim wyłącznie tylko współczynnik podziału, 
to sprawa niezupełnie jeszcze rozstrzygnięta. Wydaje się jednak, że 
adsorpcja odgrywa tu jedynie podrzędną rolę. 

Chromatografia rozdzielcza może być przykładem stosowania 
tzw. przeciwprądowej ekstrakcji do oczyszczania i rozdzielania 
mieszanin związków. Proces ten musi opierać się na wytwarzaniu 
wielokrotnych stopni równowagi. Czas potrzebny dla przejścia mie- 
szaniny przez szereg stopni równowagi (które można wyobrazić sobie 
teoretycznie pod postacią płytek !ub warstewek), musi być stosunkowo 
krótki, jeżeli zależy na osiągnięciu praktycznie dużej wydajności. 
Takie szybkie wytwarzanie równowagi można uzyskać wyłącznie przez 
zmniejszenie do minimum odległości, jaką przebyć mają dyfundujące 
cząsteczki, oraz przez zwiększenie do maksimum powierzchni pomie- 
dzy fazami. 

W fazach ciekłych odległość pomiędzy dyfundujacymi cząstecz- 
kami można zmniejszyć przez wstrząsanie. W obecności faz stałych, 
lub ciekłych unieruchomionych na stalej podporze, należy dążyć do 
posługiwania się bardzo drobnymi cząstkami, względnie dążyć trzeba 
do wytworzenia możliwie cienkich warstewek. W chromatografii roz- 
dzielczej użycie takich drobnych cząstek nie napotyka na żadne trud- 
ności. 

Są adsorbenty, w których ustalanie się równowagi jest bardzo 
powolne, nawet w stanie dużego rozdrobnienia. Np. przy węglu aktyw: 
nym ustalanie się równowagi jest bardzo powolne na skutek znacznej 
energii aktywnej, hamującej przechodzenie z jednej fazy do drugiej. 
Rozpatrując stosunki między obiema fazami w chwili ustalania się 
równowagi należy przyjąć dla uproszczenia, że ciecze te podlegają 
prawu Raoulta, czyli że należą do roztworów „idealnych“. 

Niżej podane rozważania zaczerpnięto z artykułu A J. R. Mar- 
tina, opublikowanego w Biochemical Society Symposia z 1949 r. (15). 
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Dla roztworów „idealnych“ otrzymuje się: 


S Do S 
A A A 


Gi 


gdzie № oznacza potencjał chemiczny substancji A, 


> 


So 
№ oznacza potencjał chemiczny w pewnym określonym 
stanie początkowym, 


al 


N oznacza, jaka część mola ciała A znajduje się w fazie S. 
A 


Jeżeli obie fazy S i M są w równowadze, to potencjał chemiczny 
wszystkich składników jest jednakowy. A zatem 


M S M So M М 
u = = О = р —p + RT InN — RT In М 
А А А А А А 
$, Mo 
lub jeżeli y — p = Ap 
A A A 
M 
N 
An = RT ln ga: 
A S 
CR 
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M 5 
N /N jest współczynnikiem podziału (wyrażonym w ułamku 
molarnym) i oznacza się go symbolem a; stąd więc 


gdzie An, równa się wolnej energii potrzebnej do przesunięcia jednego 

mola związku А z fazy $ do fazy M. Przyjmijmy teraz, że 

Aw składa sięz dA р tep —+fóap t+gAn FE a 
A CH СОО NH, OH 


czyli, że stanowi sumę różnice potencjałów rozmaitych grip, z których 
złożona jest cząsteczka A. 
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Oznacza to na pierwszy rzut oka, że wolna energia potrzebna do 
przeniesienia danej grupy (пр. СН») z jednego rozpuszczalnika do 
drugiego jest niezależna od reszty cząsteczki. Można, wobec tego, 
przewidywać, że wszystkie izomerony zawierające te same grupy 
(o ile stopień ich jonizacji nie ulegnie zmianie, podobnie jak i same 
właściwości) będą posiadały ten sam współczynnik podziału. 

Jeżeli rozpatrywać współczynniki podziału a, i a dwóch ciał A 


i B, które różnią się tym od siebie, że B posiada dodatkowo grupę X, to: 


lu a = ХВА ina Aee “EX in (22) = AEX 
A RI B RT RT a A RT 


Widać stąd, że dodanie grupy X zmienia współczynnik podziału 
o pewną wielkość zależną od natury tej grupy i od obu faz rozpu- 
szczalników, ale niezależny od pozostałej reszty cząsteczki. Stwier- 
dzenie to przeczy zwykłym przewidywaniom, według których utwo- 
rzenie pochodnej znacznie powiększającej ciężar cząsieczkowy powinno 
zniwelować wszelkie istniejące różnice i w ten sposób udaremnić roz- 
dzielenie. W rzeczywistości praktyka, zgodnie z wyprowadzonym rów- 
naniem, przeczy takim przypuszczeniom. 
Zastosujmy to rozumowanie do aminokwasów i peptydów. 


Przy tworzeniu się cząsteczki dwupeptydu z dwóch cząsteczek 
aminokwasów, lub przy tworzeniu trójpeptydu z cząsteczki amino- 
kwasu i dwupeptydn powstaje grupa — CONH --- a znika jedna grupa 
COO, oraz jedna grupa NH,t. 
NH,+ NH,+ 

Załóżmy zatem istnienie aminokwasów A i B oraz pep- 
COO" соот 

tydu NH;t А. CO -NH -B -COO™ і odpowiednich współ- 


czynników podziału a „a ia . 
A B AB 

RT ша = An + Ap Ав ; 
A NH, + A cco- 

RT Ina = Ар + Ap +Ap ; 
А NH,+ B соо” 

RT In a = Ap АВ ram. +А в +Дь Л 
АВ NH, A CONH B Coo” 
аА аА | 

RT ln {————)-=А +A —A 
( a AB "wu "eo: P CONH 
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Oznacza to, że iloczyn współczynników podziału składanych amino- 
kwasów podzielony przez współczynnik podziału dwupeptydu jest 
stały dla danego układu faz. To samo dotyczy izomeronów. 

Płynie stąd dalszy wniosek, że potencjał dużej cząsteczki jest 
odpowiednio duży. Wynika stąd, że różnice w przesuwaniu się czą- 
steczki z jednego rozpuszczalnika do drugiego muszą być bardzo 
czułe na zmiany w rozpuszczalniku. Nie znaczy to jednak, że łatwo 
jest rozdzielić duże cząsteczki niewiele różniące się między sobą np. 
za pomocą wysalania, gdzie już małe zmiany w składzie lub stężeniu 
rozpuszczalnika wystarczają do powstawania strątu, ale oznacza to, 
że tam, gdzie stosuje się z powodzeniem takie rozdzielenie, tam dobry 
wynik spowodowany jesl znacznymi różnicami w cząsteczkach. 

Uzyskanie dobrego rozdziału jednego ciała w stosunku do dru- 
giego w czasie przesuwania się z jednej fazy do drugiej opiera się na 
dużej różnicy w zmianach potencjału chemicznego tych dwóch ciał. 
Jeżeli cząsteczki tych ciał są bardzo podobne do siebie, to różnice 
takie występują tylko wtedy, kiedy dwie fazy różnią się swym składem. 
Ogólnie zatem powinno się dobierać takie fazy, które są możliwie naj- 
bardziej odległe od składu krytycznego roztworu. Nierozpuszczalność 
substancji badanych albo zbyt duże albo zbyt małe wartości współ- 
czynników podziału zwykle znacznie ograniczają ten warunek. 

Zanim przystąpimy do opisywania technicznej strony chromato- 
grafii rozdzielczej na bibule, podamy kilka powszechnie przyjętych 
symboli. 


А = powierzchni przekroju paska bibuły wraz z fazą wodną 
i fazą rozpuszczalnika. 
А = powierzchni przekroju fazy rozpuszczalnika (fazy niewod- 
L nej, fazy ruchomej). 
А == powierzchni przeproju fazy wodnej 
5 


stężenie molarne w fazie wodnej 


a = współczynnik podziału==——— = - - 
PREM р stężenie molarne w fazie niewodnej 


A 


R A, ta Ag 


Dla uproszczenia wprowadzono nowy symbol В; równoważny R. 


przesunięcie badanej substancji = R Ay А, 


Е przesunięcie frontu rozpuszczalnika A A, Fa Ag 
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A A A 1 
albo = ~ = A ( 1) 
R А, А; As Rp 
A 
SCH wyraża stosunek fazy rozpuszczalnika i fazy wodnej na chro- 
5 
matogramie. 


(Przez przesunięcie badanej substancji rozumie się odległość, 
o którą przesunęła się badana substancja na pasku bibuły od miejsca 
wkroplenia do miejsca zatrzymania się tej substancji. Przesunięcie 
przeto rozpuszczalnika jest to odległość, o jaką przesunął się front 
fazy ruchomej od miejsca wkroplenia do miejsca zatrzymania frontu 
rozpuszczalnika w chwili ustania spływu fazy ruchomej). 

Podstawową cechą chromatografii jest posługiwanie się, obok fazy 
niewodnej, fazą stacjonarną, nieruchomą, która musi być ciałem sta- 
łym, hydrofilnym, nasyconym pewną ilością wody. Nie ułega wątpli- 
wości, że woda imbibowana przez celulozę różni się zasadniczo od 
wody w zwykłym tego słowa znaczeniu i wydaje się, że traktowanie 
fazy nieruchomej, jako fazy wodnej, jest zbytnim uproszczeniem za- 
gadnienia. Imbibowana woda istnieje zapewne w stanie daleko posu- 
niętej organizacji strukturalnej (np. w postaci łańcuchów cząsteczek 
wody powiązanych ze sobą i powiązanych z grupami wodorotlenowymi 
celulozy przy pomocy mostków wodorowych) i dlatego stuszniej by- 
łoby może mówić o kompleksie celulozo-wodnym. Zawartość wody 
w celulozie może być różna -- zależy to w dużej mierze od charakteru 
rozpuszczalnika slanowigcego faze ruchomą układu. 

Niektórzy autorzy wypowiadają hipotezę, że cząsteczki ciała 
badanego, ze względu na swoje hydrofilne własności, są zdolne wraz 
z cząsteczkami wody do przyłączenia się do labilnego, ale zorganizo- 
wanego kompleksu celulozo-wodnego. Mogłoby to polegać na łączeniu 
grup hydrofilnych ciała rozpuszczonego z cząsteczkami wody już 
związanymi w tym kompleksie, a także na sporadycznym łączeniu się 
cząsteczek ciała rozpuszczonego wprost z grupami wodorotlenowymi 
celulozy. 

Jak już wspomniano uprzednio, chromatografię rozdzielczą na bi- 
bule zastosowano po raz pierwszy w stosunku do aminokwasów, jako 
produktów hydrolizy białek. Była to początkowo metoda wyłącznie 
jakościowa, ale w ostatnich latach mnożą się liczne próby użycia chro- 
matografii bibułowej dla celów analizy ilościowej. W przypadku weglo- 
wodanów redukujących proponuje się oznaczać je ilościowo na pod- 
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stawie rozmiarów i natężenia barwy wywołanych plam lub przez 
eluowanie rozdzielonych już cukrowców z pasków bibuły i oznaczanie 
ich stężenia w eluatach przy ротосу mikromed. 

Ze względu na konieczność ograniczania ram niniejszej pracy 
odsyła się czytelników interesujących się rozwojem historycznym 
i możliwościami zastosowania chromatografii bibułowej w rozmaitych 
dziedzinach chemii do kilku monografii, jakie się dotychczas ukazały 
(19), (17), (18), (4). 

Chromatografia bibułowa rozdzielcza jest metodą analityczną, 
która powstała przed sześciu laty i znajduje się obecnie w okresie 
pełnego rozwoju. Większość prac opublikowanych do chwili obecnej 
zajmuje się stroną metodyczną, jednakże istnieje juz dostatecznie duża 
liczba prac doświadczalnych świadczących o możliwości ogromnej 
ekspansji tej metody na teren chemii, a zwłaszcza biochemii. 


Głównymi zaletami chromatografii rozdzielczej na bibule są: 
małe ilości roztworów potrzebne do przeprowadzenia analizy, możli- 
wości przeprowadzania badań w obecności wielu ciał towarzyszących, 
znaczna selektywność i specyficzność metody (zdolność wykrywania 
szeregu pokrewnych związków obok siebie), możliwość stosowania do 
wywoływania chromatogramów odczynników grupowych lub takich 
niespecylicznych środków jak promienie ultrafioletowe, w końcu prosta 
stosunkowo aparatura i łatwość opanowania techniki. 

Do cech ujemnych chromatografii bibułowej należą: długotrwałość 
przeprowadzanego doświadczenia, konieczność posiadania czystych 
wzorcowych preparatów chemicznych dla przeprowadzania porównaw- 
czych oznaczeń, dość znaczne zużycie rozpuszczalników organicznych 
oraz odczynników wywołujących, konieczność usuwania soli nieorga- 
nicznych przy badaniu większości związków organicznych i koniecz- 
ność stosowania pewnych środków ostrożności zabezpieczających osoby 
dokonywujące badań przed szkodliwym działaniem par rozpuszczalni- 
ków organicznych. Niekiedy może nastręczać trudności zaopatrzenie 
się w odpowiednią bibułę filtracyjną, ponieważ do chromatografii na- 
dają się tylko niektóre wysoko gatunkowe bibuły. 

Jakkolwiek technika chromatografii rozdzielczej na bibule ulegała 
licznym modyfikacjom, to w zasadzie aparatura do chromatografii 
bibułowej składa się z następujących części: 
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1. kamera chromatograficzna -— cylinder szklany odpowiednich 
roziniarów, szczelna oszklona szafka drewniana lub metalowa, 
termostat itp., 

2. rynienka szklana — rura szklana zatopiona z dwóch końców 
i posiadająca szczelinę wyciętą wzdłuż rury, 

3. płytka szklana — odpowiedniej grubości służąca do utrzymy- 
wania paska bibuły w rynience (płytka ta wciśnięta do szcze- 
liny wyciętej w rynience nie powinna zbyt mocno przyciskać 
wsuniętego do rynienki paska bibuły), 


4. bagietka szklana — umieszczona tuż obok rynienki, równo- 
ległe do niej podtrzymuje swobodnie zwieszający się pasek 
bibuły, 


5. bibuła chromatograficzna — zwykle bibuła filtracyjna What- 
mana Nr 1 lub Nr 4, albo bibuła Schleicher—Schiill Nr 597, 

6. rozpylacz szklany lub wanienka do wywolywania chromato- 
gramów, 

7. suszarka do suszenia chromalogramów. 


Część doświadczalna 


Celem naszej pracy było ustalenie wpływu warunków doświad- 
czalnych na wartość współczynnika HR, porównanie osiągniętych wy- 
ników z wynikami innych autorów, a przede wszystkim opracowanie 
warunków rozdzielania dwucukrowców redukujących od niektórych 
cukrowcow prostych. Ostatnie zadanie wiązało się bezpośrednio z za- 
mierzonymi badaniami chromatogralicznymi nad przemianą węglo- 
wodanową w płynnych hodowlach Escherichia coli. 

W naszych doświadczeniach posługiwaliśmy się w zasadzie kla- 
syczną metodą z uwzględnieniem modyfikacji podanych przez autorów 
zajmujących się szczególnie chromatografią węglowodanów, jakkol- 
wiek pod wielu względami technika nasza odbiegała od opisywanych 
w literaturze wzorów. 

Doświadczenia przeprowadzaliśmy na chemicznie czystych pre- 
paratach glukozy, galaktozy, fruktozy, mannozy, arabinozy, ksylozy, 
laktozy, maltozy, sacharozy, rafinozy, glukozaminy i kwasu glukuro- 
nowego. 

Badaliśmy kolejno wpływ rozmaitych czynników zmiennych na 
kształtowanie się chroimatogramów oraz na wartości К. badanych 
cukrowców. . ” 
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Do czynników tych należały: różne kamery chromatograficzne, ro- 
dzaj bibuły, czas spływu fazy ruchomej rozpuszczalnika, różny skład 
rozpuszczalników użytych w układzie, wpływ stężenia badanych roz- 
tworów, wpływ towarzyszących soli i wpływ stężenia jonów wodoro- 
wych, oraz dobór odpowiedniego odczynnika wywołującego i techniki 
wywoływania chromatogramów. 


Metodyka 


Jako kamery służyły nam początkowo słoje, jakie zwykle bywają 
używane jako zbiorniki przy umywalniach pedałowych przenośnych. 
Wewnątrz sloja, w górnej, rozszerzonej jego części umieszczaliśmy 
naczyńko szklane prostopadłościenne, które zastępowało nam rynienkę 
szklaną. Na dnie słoja ustawialiśmy płytkę Petriego napełnioną fazą 
wodną układu rozpuszczalników. Ten typ kamery oznaczamy w na- 
szych doświadczeniach Nr II dla odróżnienia od kamery Nr I — ter- 
mostatu o powszechnie używanych wymiarach. Do wkraplania bada- 
nych roztworów na bibułę zastosowaliśmy mikropipetkę tak wycią- 
gniętą z grubościennej rurki szklanej, by objętość jednej kropli wy- 
nosiła 6 mikrolitrów. Roztwory badanych cukrowców wkraplano zaw- 
sze przy tym samym wypełnieniu mikropipetki, przy tym samym kącie 
nachyłenia w stosunku do powierzchni bibuły i z tej samej wysokości. 
Tak wypuszczane krople rozlewaly się i zwilżały bibułę w kręgi o Sred- 
nicy około і cm. 

Stale powtarzające się różnice w wartości Re uzyskiwanych w ka- 
merze II (słój szklany jest najbardziej rozpowszechnionym typem ka- 
mery wśród klasyków chromatografii rozdzielczej na bibule) i w ka- 
merze I (termostat), między którymi zasadnicza różnica streszczała 
się w pojemności kamery, zmusiły nas do zainteresowania się budową 
samej kamery i stabilizacją warunków doświadczalnych w samej ka- 
merze (p. tab. I). 

W pierwszych próbach przeprowadziliśmy doświadczenia na po- 
siadanej przez nas bibule krajowej, ale zamiast ostro odgraniczają- 
cych się plam otrzymywaliśmy tylko nieregularne smugi rozlewające 
się szeroko po całym pasku bibuły. Wobec tych wyników zaczęliśmy 
poszukiwać bibuły, któraby posiadała doskonałą jednolitość (bez 
miejsc o mniejszym lub większym zagęszczeniu włókien oraz bez wy- 
tłaczanych wzorów), dość znaczną gęstość przy niewielkiej grubości 
i jak najmniej zanieczyszczeń związkami nieorganicznymi. Z posia- 
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danych bibuł tego typu dobre rezultaty osiągaliśmy przy użyciu bibuły 
Angel Reeve Nr 201 w krążkach średnicy 11 cm. Niestety, paski wyci- 
nane z tych krążków okazały się zbyt krótkie dla uzyskania dostatecz- 
nego rozdzielenia szeregu cukrowców. Wówczas, wzorując się na danych 
z literatury radzieckiej, zaopatrzyliśmy się w bibulę Whatmana Nr 1 
w arkuszach i na tej bibule prowadziliśmy nasze dalsze doświadczenia 
osiągając stale dobre wyniki. 


Po wkropleniu badanych roztworów na „linię startową“ paska 
bibuły (biegnącą w odległości ok. 5 cm od jednego z krótszych brze- 
gów paska) i po wysuszeniu powstałych wilgotnych plam w tempera- 
turze pokojowej, lub przy pomocy suszarki fryzjerskiej (tzw. Fón), 
zakładaliśmy pasek bibuły do rynienki chromatograficznej zaginając 
jego brzeg powyżej miejsca wkroplenia, bibułę w rynience imocowy- 
waliśmy przy pomocy płytki szklanej odpowiednio dopasowanej do 
szerokości szczeliny rynienki, do rynienki wprowadzaliśmy fazę nie- 
wodną układu rozpuszczalników i kamerę szczelnie zamykaliśmy. 

Szklane ściany kamery umożliwiały obserwowanie postępu spływu 
fazy ruchoinej, niewodnej, po pasku bibuły, który, przewieszony przez 
pałeczkę szklaną umieszczoną na wysokości górnego brzegu szczeliny ` 
rynienki i równolegle do niej, zwisał pionowo ku dolowi. Z chwilą, 
gdy front fazy ruchomej osiągał odległość kilku cm od dolnego brzegu 
paska bibuły przerywaliśmy spływanie wyjmując chromalogram z ka- 
mery. 

Suszenie pasków bibuły przeprowadzaliśmy w suszarce, w tempe- 
raturze 105°C, w czasie 10 do 15 minut. 

Po wysuszeniu chromatogramów wywoływaliśmy plamy cukrow- 
ców redukujących jednym z następujących odczynników: amoniakal- 
nym roztworem azotanu srebrowego (odczynnik Tollensa), odczynni- 
kiem Fehlinga, odczynnikem Benedicta, odczynniikem Rubnera, benzy- 
dynowym odczynnikiem Taubera i kwasem pikrynowym. Najbardziej 
zadowalające rezultaty osiągaliśmy z odczynnikiem Tollensa i kwa- 
sem pikrynowym. 

Ponieważ chromatogramy wywoływane odczynnikiem Tollensa 
dość szybko ciemnieją, stosowaliśmy początkowo przemywanie chro- 
matogramów w bieżącej wodzie w ciągu 20 do 30 min. i wysusząnie 
w suszarce. W dalszym ciągu doświadczeń opracowaliśmy inną tech- 
nikę utrwalania chromatogramów, która pozwoliła nie tylko na skró- 
cenie procedury, lecz również na uzyskanie plam silnie kontrastujących 
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z jasnym tłem bibuły. Po wywołaniu przemywaliśmmy paski bibuły 
w 0,02 M roztworze wodnym tiosiarczanu sodowego i krótko w bie- 
żącej wodzie, po czym suszyliśmy je w suszarce, albo -. częściej je- 
szcze — w temperaturze pokojowej 

Technika wywoływania plam, jaką stale stosowaliśmy, różniła 
się również od powszechnie opisywanej techniki spryskiwania pasków 
bibuły przy pomocy rozpylacza. Z użyciem rozpylacza łączy się kilka 
niedogodności: krople padające na pasek bibuły często posiadają różne 
rozmiary, co powoduje nierownomierne nasycenie odczynnikiem wywo- 
łującym wszystkich części powierzchni bibuły; odczynnik rozpryskuje 
się poza pasek bibuły i powoduje niszczenie otaczających lub sąsia- 
dujących sprzętów; zużycie odczynnika do wywoływania jest znaczne. 

Z tych względów zastosowaliśmy sposóh przypominający wywo- 
ływanie błon fotograficznych, a mianowicie zanurzanie pasków bibuły 
w dużym płaskim naczyniu (płytce Petriego), zawierającym niewielką 
ilość odczynnika wystarczającą do równomiernego zwilżenia całej po- 
wierzchni paska bibuły. 

W dalszym ciągu pracy przeprowadzaliśmy próby rozdzielania 
niektórych cukrowców redukujących zarówno przy pomocy chromato- 
grafii jedno- jak i dwu-kierunkowej. Trudności techniczne przy chro- 
matografii dwukierunkowej w zastosowaniu do tego typu zagadnień 
jak konieczność przedłużania czasu spływu fazy ruchomej i związana 
z tym konieczność przedłużania pasków bibuły ponad nermalng ich 
długość, a następnie nieekonomiczne zużywanie dużych iłości cennej 
dla nas bibuły — wszystko to skłaniało nas do zwrócenia uwagi па 
możliwości rozdzielania interesujących nas cukrowców na jednokie- 
runkowych chromatogramach przez zastosowanie rozmaitych układów 
rozpuszczalników. Jako wstępny materiał wykorzystaliśmy. tu dane 
zawarte w pracach Partridge'a oraz w pracy Jermyna i Insherwoo- 
da (11) odnoszące się do trójskładników układów rozpuszczalni- 
ków. Obu ostatnim autorom udało się rozdzielić na jednokierunkowym 
chromatogramie arabinoze, ksylozę, glukozę, kwas galakturonowy 
i galaktozę przy pomocy układów złożonych z octanu etylowego, piry- 
dyny i wody lub kwasu octowego, octanu etylowego i wody. 

Badania nad wpływem stężenia badanych cukrowców na ich 
współczynnik podziału (Rz) przeprowadzano na roztworach w grani- 
cach stężeń 0,19/, do 10%, przy użyciu stale tej samej mikropipetki, 
której krople posiadały objętość 6-—8 mikrolitrów. 
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W naszych doświadczeniach nie stosowaliśmy oczyszczania bibuły 
chromatograficznej od zanieczyszczeń solami nieorganicznymi, а zwła- 
szcza solami ciężkich metali, jednakże na podstawie otrzymanych 
wyników przypuszczamy, że w przypadku badanych przez nas węglo- 
wodanów zanieczyszczenia te nie wpływają w widoczny sposób na 
współczynniki podziału. 

Wyniki doświadczeń zgromadzone w załączonych tabelach opra- 
cowaliśmy metodą analizy statystycznej. 


Dyskusja 


Nasze doświadczenia miały na celu zbadanie wpływu warunków 
doświadczalnych na wartości В. poszczególnych cukrowców oraz 
opracowanie najlepszych warunków dla rozdzielenia węglowodanów 


Tabela 1. 
Wpływ wymiarów kamery chronatograficznej. 

___  Arabinoza _ Ksyłoza 
Kamera I "EMW | киеал | H Kamera І Kamera II 
PEM] pee f Be f Rp f Ве f 
0,57 1 0,53 1 0.46 3 | 0,41 2 
0,56 1 0,52 1 0,45 4 0,40 1 
0,55 1 0,51 1 0,44 2 0.39 2 
0,54 4 0,50 1 0,43 2 0,38 1 

0.53 5 0,49 3 = = = 

0,52 1 — — — — — 

0.51 1 — - — — — — 
х = 0,54 x = 0,50 x = 0,45 x = 0,40 
$, = 015 S, = 0.02 , = 0,01 5, = 0,01 
0.53 п 0.55 0,48 п 0.52 0,44 п 0,45 0,39, п 0,44 


Objaśnienie znaków: f = liczebność oznaczeń 
x == Średnia rzeczywista 
S, = odchylenie standartowe 
n = przedział ufaości (95% prawdopodobieństwa). 


Warunki doświadczałne: 
Układ rozpuszczalników : fenol-woda Gatunek bibuły: Angel Genuine Nr 201 
Stężenie roztworu: 1% Wielkość kropli: 6—8 mikrolitrów 
Czas spływu: 11—14 godz. Szybkość spływu: 1,29 do 1,35 cm/godz. 
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Tabela I. (ciąg dalszy) 
Wpływ wymiarów kamery chromatograficznej. 


Fruktoza Mannoza 
Kamera 1 | Kamera II Kamera I 
Rp f | Rp f Rp f 
0,58 1 0,53 1 0,46 1 
0,57 2 0,52 1 0.45 3 
0.56 5 0,51 2 0,44 3 
0,55 4 0,50 2 0,43 1 
0,54 7 0,49 2 0,42 1 
0,53 3 0,48 1 
0,52 3 
0,51 3 
x = 0,54 х = 0,50 х = 0,44 
Sp = 0,02 5, == 0,02 8, = 0.01 
0,54 n 0,55 0,49 n 0,51 0,44 n 0,45 


z mieszanin i hydrolizatów. Dalszym celem pracy było ustalenie, czy 
wyniki otrzymane przez innych badaczy i w odmiennych warunkach 
mogą być reprodukowane z dostateczną dokładnością w naszym ze- 
spole różnych warunków. 

Ze względu na zaprojektowane badania nad mechanizmem prze- 
miany dwucukrowców w rosnących komórkach Escherichia coli, po- 
stanowiliśmy przede wszystkim dokonać próby rozdzielania laktozy 
od monoz, jak też galaktozy od glukozy. 

Pierwsze nasze doświadczenia przeprowadziliśmy w warunkach 
bardzo prymitywnych. Zamiast kamery służył nam słój (kamera II) 
mieszczący jeden i to krótki pasek bibuły. Dopiero w dalszych doświad- 
czeniach zastosowaliśmy do badań duży termostat z płaszczem wod- 
nvm dobrze nadający się do doświadczeń w różnych zakresach tem- 
peratur. Porównując wyniki doświadczeń wykonywanych w obu ka- 
merach stwierdziliśmy (patrz Tab. I), że wartości Ry na chromatogra- 
mach z kamery I były wyższe. Różnica ta, dochodząca do 0,04, po- 
chodzi z nierównomiernego nasycenia parami rozpuszczalnika atmo- 
sfery obu kamer, a to wskutek znacznej różnicy ich objętości. Należy 
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podkreślić, że popełnialiśmy błąd polegający na tym, że ше nasycaliśmy 
pasków bibuły parami fazy wodnej w kamerze przed rozpoczęciem 
spływu fazy ruchomej. Stąd w początkowej fazie spływu istniał inny 
stopień nasycenia bibuły wodą niż w dalszych fazach spływu. Niemniej 
jednak uzyskiwane wartości К nie odbiegały na ogół od wartości 
podanych przez Partridge'a dla układu: fenol, cjanowodór, amoniak 
i woda bardziej niż mogliśmy się tego spodziewać. 

Jednym z podstawowych warunków otrzymywania prawidłowych 
chromatogramów jest odpowiednia bibuła filtracyjna. Bardzo pożąda- 
nym byłoby wyprodukowanie w kraju bibuły dla celów chromatogra- 
licznych o charakterystyce zbliżonej do powszechnie używanej bibuły 
Whatmana Nr I lub Nr 4, tylko bowiem w ten sposób można będzie 
porównywać własne wyniki z danymi ogłaszanymi w literaturze nau- 
kowej. DIA ilustracji tego problemu zamieszczamy poniżej tabelkę 
przedstawiającą wartości К, niektórych węglowodanów uzyskane па 
dwóch gatunkach bibuły (obu nadających się w zasadzie dla celów 
chromatografii) (p. Tab. П). 


Tabela II. 

Glukoza Galaktoza 
Kamera I | Kamera II Kamera | Kamera II 
Whatman 1| Angel 201 | Angel 201 Whatman 1 | Angel 201 | Angel 201. 

Re Е | Ве f| Ве f Rp f | Ве f| Rp f 
0,39 2 | 0,40 21 0,36 3 0,43 1 | 0,45 1' 0.38 2 
0,38 0 | 0,39 4 | 0,35 9 0,42 11 0,44 3 0.37 1 
0.37 9 | 0,38 1410,3 6 0,41 1 | 0,43 3, 0,36 4 
0,36 3 | 0,37 8 | 0.33 4 0,40 0 | 0,42 2 | 0,35 4 
0,35 5 | 0,36 7 | 0,32 4 0,39 З | 0,41 3 | 0,34 1 
0,34 2 | 0,35 6 | 0:31 5 0.38 3 | 0,40 2 
0,33 1 | 0,34 2 | 0,30 4 0,37 2 | 0,39 1 
0,33 2 | 0,29 1 0,36 3 
0,32 2 0,35 1 
x = 0,36 | x=0,37 | x = 0,35 x = 0,38 | x=0,42 | x = 0,36 
S, = 0.02 |S, =0,02 |S, = 0,01 $, = 0,02 |5, = 0,02 |S, = 0,01 
0,35 n 0,37 | 0,36 п 0.37 | 0,32 n 0,34 0,37 п 0,40 0400.43 0,35 n 0,37 


Warunki doświadczalne: jak w Tab. I. 
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Wyniki doświadczeń nad wplywem stężenia cukrowców na ich 
współczynnik podziału podaje niżej zamieszczone zestawienie: 


Stężevie roztworu cukrowca w % (waga/obj.) 


0,1 0,25 0,5 1 2 5 10 
Rp glukozy 0,35 0,34 0.33 0,34 0,37 0,37 0,37 
Rp fruktozy 0,56 0,54 0,53 0,54 0,53 0.56 0,54 


Wynika stąd, że nawet znaczne różnice w stężeniach badanych 
roztworów nie wywierają większego wpływu na wartości współczyn- 
nika R, Odchylenia nie przekraczają granic zwykłego błędu doświad- 
czalnego. 

W celu wykazania istnienia wpływu temperatury na wartość 
współczynnika podziału wykonaliśmy doświadczenia porównawcze 
w temperaturach 20? i 40°С przy zachowaniu niezmienionych innych 
warunków doświadczalnych. 


Temperatura atmosfery kamery 


20° 40° 
Ry glukozy 0,33 0,39 
Rp fruktozy 0,49 0,52 


Stosunkowo niewielkie wahania wartości współczynnika podziału 
przy znacznej różnicy temperatur potwierdzają nasze przypuszczenia, 
że odnośnie węglowodanów normalne wahania temperatury pokojowej 
w granicach 1°—5°C nie mają praktycznie znaczenia. 


Zmiany temperatury nawet w niewielkich rozpięlościach (3°—5°) 
wpływają silnie na szybkość spływu frontu rozpuszczalnika po pasku 
bibuły. Znaczna zgodność wyników doświadczalnych uzyskana przy 
różnych temperaturach była dla nas niespodziewana, ponieważ jest 
znaną rzeczą, że współczynniki podziału są bardzo czułe na zmianę 
temperatur. Ta zgodność, jak sądzimy, może być wynikiem pewnej wza- 
jemnej kompensacji wpływu temperatury na wartość R, z jednej 
strony, a z drugiej strony na przyśpieszenie lub zwolnienie spływu 
frontu fazy ruchomej układu rozpuszczalników. 

Zestawienia w Tab. III i IV wskazują na wpływ związków towa- 
rzyszących na wartości Rp, Uwzglednilismy przede wszystkim sole, 
kwasy i zasady, ponieważ te związki występują w hydrolizatach ba- 
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Tabela Ш, 


Wpływ soli towarzyszących na wartości Rp. 


Weglowodan a, Sn ai Ró SRA Е 
RR du) NaCl 4% 0,37 4 | 0,37 

А BaCl, 2% 0,38 — 0,37 2 | 0,37 

Е Na,SO, 5% 0,38 — 0,33 6 0,35 

e Na,SO, 5% 0,38 — 0,32 4 0,34 

е CH,COOH 5$ | 0,38 — 0.29 5 0,32 

А — 0,37 2 0,37 


Warunki doświadczalne: jak w Tab. I. 


Tabela IV. 


Wpływ towarzyszących kwasów i zasad na wartości Rp. 


Węglowodan Aone Zakres Rp | Ilość : Średnia 
| węglowodanu | doświadczeń wartość Rp 
Glukoza 1% |HCI1N 0,37 1 | 0,37 
3 H,SO, 1 N 0,36 — 0,35 2 0,35 
= CH,COOHIN 0,36 1 0,36 
D NaOH 1 N 0.39 — 0.35 2 0,37 
D NH, OH 1 N 0,37 1 0,37 
А = 0,39 — 0,38 2 0.38 
Galaktoza 1% | НСІ 1 N 0,40 1 0,40 
а H,SO, 1 N 0,41 1 0,41 
à CH;COOH 1N 0,45 1 0,45 
” NaOH 1N 0,45 1 0,45 
A NH,OH 1 N 0,44 1 0,44 
А = 0,42 1 0,42 
Fruktoza 1% |H,SO, t М 0,53 1 0,53 
А NaOH 1 N 0,56 1 0,56 
А = 0,54 | 1 0,54 


Warunki doświadczalne: jak w Tab. I, 
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danych materiałów biologicznych. Wpływ soli towarzyszących w stę- 
żeniach do 50/, na współczynniki podziału cukrowców jest nieznaczny. 
Że sprawą występowania soli, jako zanieczyszczeń w badanych roztwo- 
rach wiąże się ta niepomyślna okoliczność, że przy użyciu odczynnika 
Tollensa jako odczynnika wywołującego powstają na bibule dodatkowe 
plamy, które moga niekiedy utrudniać prawidłowe obliczenia współ- 
czynnika R„, Późniejsze nasze doświadczenia, w których zastosowa- 
liśmy odczynnik benzydynowy zamiast amoniakalnego roztworu azota- 
nu srebra, pozwoliły nam całkowicie uniezależnić się od obecności soli 
znajdujących się w badanych roztworach. Kwasy i zasady nie mają wi- 
docznego wpływu па К; nawet w stężeniach 1 N. O braku wpływu 
wymienionych wyżej zanieczyszczeń bibuły solami metali oraz związ- 
ków towarzyszących w badanych roztworach węglowodanowych na 
wartości ich współczynników podziału może świadczyć również fakt, 
że istnieje duża zgodność wyników podanych w literaturze (gdzie 
autorzy stosowali cjanowodór i amoniak w celu zniweczenia wpływu 


Tabela V. 
Rozdzielanie аала 
Ка тета | Кашега Il 
Pent | 
ее Whatman 1 | у | d | Angel 201 y | d Angel 201) у d 
| 
| | | | 
Arabi 1 0,56 | | Rę 0,53 | Ry 0,52 | 0,52 
AGO NR | 20119) Е 174 ua + 1,8 
Ksyloza 1% Rp 0,47 | | | Rp 0,46 || He 0,40 | 0:40 | 
1. 


Warunki doświadczalne: jak w sa 


Objaśnienia: 
у = odległość frontu fazy ruchomej (po ukończeniu doświad- 
czenia) od miejsca wkroplenia badanego roztworu w cm. 
d = wzajemna odległość pomiędzy środkami plam dwóch roz- 
dzielanych cukrowców w cm. Wielkość tę imożna obliczyć 
na podstawie wzoru: 


d = у (Rp, — Вр), gdzie Rp, oznacza cukrowiec o większym Rp. 


Jeżeli np. dla oddzielenia dwóch plam wymagane jest d = 2 cm, 

_ to z powyższego wzoru można obliczyć wartość у konieczną dla 
uzyskania całkowitego rozdzielenia, a tym samym można obli- 
czyć jaką długość winien posiadać pasek bibuły. 
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Tabela VI. 
Rozdzielanie heksoz. 


A. Mieszanina аа i fruktozy. 


Ry 


42 


| 
Rodzaj kamery i bibuł 
Deen eege SC glukozy К жоу | у | 4 
Kamera I. Whatman 1. | 0,38 0,60 | 29,2 6,42 
0.39 0,59 26,1 592 
z | 0,40 0,59 | 25,4 Во 
średnio | 0,39 оз | 29 | 55 
Angel 201 0,43 0,55 14,5 1,74 
„ 0,38 0,55 15,5 2,63 
” 0,38 0,51 16,0 2,08 
D 0,38 0,56 16,5 2.97 
А 0.37 0.54 16,5 2.80 
0,36 0,54 16,5 2.97 
R 0,36 0,54 15.7 2.83 
0.36 0.55 16.0 3 04 
średnio | 037 | 054 | 159 | 27% 
Kamera П. Angel 201 0,33 0.52 15,2 2,89 
А 0,31 0,50 16,2 3,08 
średnio | 0,32 | 0,51 | 15,7 | 2,98 
В. Mieszanina glukozy i galaktozy 
R R | 
Rodzaj К i bibuł р Fos al | 
STAND BZ glukozy galaktozy y | 4 
Kamera I. Whatman 1. 0.48 0,52 73,4 2,94 
А 0,47 0,52 73.4 3.67 
А 0,39 0,44 38,3 1,92 
„ 0,38 0,43 29,2 1,46 
D 0,37 0,37 19.0 0 
D 0,37 0,37 19,0 0 
se 0,36 0.36 18,8 0 
średnio: | 0,40 0,43 — | — 
Angel 201 0,37 0,44 16,3 1,14 
e | 0.32 0.40 16,1 1,29 
średnio: | 0,34 0,42 162 | 1,21 
Kamera П. Angel 201 0.38 0.39 14.0 | 0 
ee 0,36 0,37 14,9 0 
0.35 0,35 14,5 | 0 


średnio: | 0,36 | 0.37 | 14,5 
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Tabela VI. (ciąg dalszy) 


C. Mieszanina glukozy i mannozy. 


| 
Вк таппоту у | d 


Rp glukozy 


Kamera |. Wbatman 1. 0,39 0,45 16,3 0,98 
Angel 201. 0,36 0,44 14,4 1,15 
Kamera П. Angel 201. 0,33 0,41 16,3 1.30 


D. Mieszanina fruktozy i mannozy. 


Rp fruktozy | Be mannozy у | d 
Kamera I. Whatman 1. | 0,62 | 0.50 | 29,2 | 3,50 
| | 
Augel 201. | 0,54 | 0,44 | 165 | 165 
Warunki doświadczalne: jak w Tab. I. 
Tabela УП. 
Rozdzielanie dwucukrowców. 
(Wyłącznie w kamerze 1). 
Laktoza Maltoza 
Whatman 1. Angel 201. Angel 201. 
Кр f Rp f Be П 
0,33 1 0,33 2 0,36 2 
0,32 0 0,32 4 0,35 2 
0,31 1 0,31 3 0,34 4 
0.30 4 0,30 2 0,33 1 
0,29 3 0,29 0 0,32 2 
0,28 1 3,31 3 
0,27 1 0,30 1 
x = 0,30 х = 0,33 x = 0,33 
$ х = 0,02 $ х = 0,03 S, = 0,02 
0,29 п 0,31 0,29 п 0,34 0,32 n 0,35 


Warunki doświadczalne: јак w Tab. I. 
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Tabela VIH. 


Rozdzielanie mieszanin laktozy. glukozy i galaktozy. 
(Próby zastosowania różnych układów rozpuszczalników). 


Sklad objętościowy | s Rp d, Rp Я Rp 
rozpuszczalników | laktozy glukozy galaktozy 
pw 38.3 0,35 1,5 0,39 1,9 0,44 * 

sw » 73,4 0,43 3,6 0,48 2,9 0,52 
o» 73,4 0,43 2,9 0,47 3,7 0,52 

Fig: К: Wis 35,5 0,48 0,9 0,45 2,4 0,53 

Fas: K, : Wis 30,7 = = 0,37 2,5 0,45 

К: К, : Wis 15,1 0,02 0,6 0,06 0,3 0,08 

ЕК»: Ay: Wao 14,7 0.25 0,6 0,29 0,4 0,32 

Fig Aj: Was 149 0.18 1,0 0,25 0.6 0,29 

Ро: А, : Wee 7,6 0,15 0,4 0.20 0.4 0,25 

Ко: Ay : Мю 11,5 0,13 0,7 0,19 0,5 0,23 

Е, A: М, 39,5 0,19 2,3 0,19 0,7 0.21 

Е, :A,:W, 12,3 0.11 0.6 6,16 0,7 0,29 

F, :А,: М, 15,7 0,14 1,3 0,22 0,5 0,25 

Е, :А,: W; 37,1 0,11 1,0 0,17 1,1 0.20 

Е, : Ay: W, 12,5 0,09 0,8 0.15 0,6 0.20 

Fy :А,: W, 16,3 0,07 1,0 0,08 0,2 0,09 

Fy ЗА: М, 15,0 0,01 0,9 0.07 0,0 0,07 

F, : Av: Wis 15.1 0.02 0,6 0,06 0,3 0,08 

Е, : Ay: W, 15,4 0,02 0,2 0,06 0,3 0,07 

Кы: Кү: Wys 45,7 0,19 2,1 0,17 44 0,08 

Еш: Ka: A: Wa | 31,5 = w 0,49 0,6 0,51 


Waruki doświadczalne: jak w Tab. I. 


Objaśnienia: Е = fenol, W = мода, К = Кмаз octowy lodowaty, А = alkohol 
izoamylowy, B = n-butanol. 
Liczby postawione przy literach oznaczają stosunki objętościowe 
poszczególnych składników mieszaniny. 


d, =odleglość między Środkami plamy laktozy i glukozy w cm. 
d, = = a - A А glukozy i galaktozy w cm. 


(Uwaga: w tabeli tej wartości „d” obliczaao bezpośrednio na chromato- 
gramach, a nie z przytoczonego poprzednio wzoru). 

* rożne wartości Rp dla tego samego związku w tym samym układzie 
przy różnych czasach spływu należy odnieść do różnych warunków nasy- 
cenia kamery parami rozpuszczalników. 
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zanieczyszczeń ciężkimi metalami i kwasami) z naszymi wynikami, 
pomimo niestosowania przez nas środków oczyszczających bibułę lub 
usuwających sole z roztworów. Zgodność ta dotyczy, oczywiście, do- 
świadczeń z identycznymi ukladami rozpuszczalników. 

W następnych doświadczeniach podjęliśmy próby rozdzielania 
cukrowców w ich mieszaninach (p. Tab. VI). Na ogół, współczynniki 
li, oznaczone dla czystych cukrowców nie różniły się od oznaczonych 
dla tychże cukrowców występujących w mieszaninie. W naszych wa- 
runkach doświadczalnych uzyskaliśmy rozdzielenie się arabinozy 
i ksylozy, glukozy i fruktozy. 

Wprowadziliśmy wskaźniki „у“ i „d“, które pozwalają nam prze- 
widywać, jakiej długości powinny być paski bibuły, aby rozdzielenie 
cukrowców doszło do skutku. Z naszej praktyki doświadczalnej wy- 


Tabela IX, 


Rozdzielanie hydrolizatów sacharozy i rafinozy. 
Hydrolizat sacharozy 


| у | ВЕ а 
| 
glukoza 15,7 0,36 2,8 
fruktoza 0.54 
glukoza 16.0 0,38 2,1 x glukozy = 0.37 
frukt 0,51 = 
RA x fruktozy = 0,53 
glukoza 15,5 0.38 9,6 
fruktoza 0,55 


Hydrolizat га позу 


y Кр glukozy L Rp galaktozy d, | Rp fruktozy 
15.7 0,32 1,0 0,38 17 0,50 
14,5 0,35 1.1 0.42 1,8 0,55 
15,7 0,32 1,0 0,38 1.7 0,50 
x = 0,33 x = 0.39 x = 0,52 | 


Warunki doświadczalne: kamera i, bibuła Angel Nr 201, układ 
fenol - woda. 
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nika, że wartości „4“, oznaczające odległości pomiędzy Środkami 
dwóch plam muszą być większe od 3 cm, jeżeli plamy te nie zlewały 
się ze sobą. | 

W układzie fenol-woda wiele niepokonalnych trudności nastręczało 
rozdzielenie glukozy od galaktozy i laktozy. Zastosowanie szeregu 
kombinacji układów trdjskladnikowych, w skład których wchodziły 
fenol, kwas octowy i woda lub fenol, alkohol izoamylowy i woda, a na- 
wet jednego układu czteroskładnikowego z udziałem wszystkich tych 
wymienionych rozpuszczalników, oraz długich pasków bibuły pozwoliło 
nam ostatecznie osiągnąć pożądane rozdzielenie. Ponieważ używane 
przez nas paski bibuły posiadały tylko 54 cm długości, przeto zacho- 
dziła konieczność połączenia dwóch pasków odpowiedniej długości ze 
soba. StwierdziliSmy przy okazji, Ze najbardziej równomierny, nieza- 
kłócony spływ rozpuszczalnika otrzymuje się przy łączeniu pasków 
przy pomocy cienkiej nitki szklanej. 

W końcowym etapie doświadczeń stwierdziliśmy, że w hydroliza- 
tach oligosacharydów oraz kwasu nukleinowego drożdżowego identy- 
fikowanie monoz nie natrafia na żadne trudności. Przeprowadzono 
także oznaczenie wartości R, dla kwasu glukuronowego i glukozaminy. 


Tabela X, 
Oznaczenie wartości Вр glukozaminy, kwasu glukuronowego i rybozy (d-ryboza 
z hydrolizatu soli sodowej kwasu nukleinowego drożdżowego). 


| az glukozamina d-ryboza 
| Re f| Rp f| Rp А 
Kamera [. Whatman 1. 0.14 2 | 
M 0.15 1 
Angel 201. 0,11 1 0,62 2 
” 0,12 1 0,63 1 
> 0.13 1 0,64 1 
» 0,69 1 
х = 013 х = 0.64 
Kamera II. Angel 201. 0,16 1 
Е 0,17 2 
D 0,18 1 
x = 0,17 


Waruuki doświadczalne: jak w Tab. 1. 
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РЕЗЮМЕ 


Подано краткий курс теории и техники хроматографии филь- 
тровальной бумаги. 

Проведено опыты над влиянием некоторых факторов: 
степень насыщения камеры парами растворителей, 

сорт фильтровальной бумаги, 

температура внутри камеры, 

концентрация растворов испытуемых углеводов. 
Установлено: что наилучшей фильтровальной, среди до- 
ступных, является бумага Whatman Мг1 и Angel Reewe Nr 201. 
Дискутировано над действием температуры и загрязнения 
фильтровальной бумаги солями, кислотами и щелочами. 
Разработано систему растворителей в присутствии которой 
на длинных полосках фильтровальной бумаги можно от- 
делить лактоз, глюкоз и галактоз. 

Описано способ исчисления длины ленты фильтровальной 
бумаги чтобы получить полное разцеление двух соединений, 
которых Re сближено. 
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SUMMARY 


A short outline of the historical developement of the partition 
chromatography, its theory and technique has been given. 

There have been conducted. experimental investigations on the 
influence ol such factors as: 

saturation degree of the chromatographic chamber with solvent 
vapours, quality of the chromatographic paper, 

temperature of the interior part of the chamber, 

concentration of investigated carbohydrate solutions, 
composition of solvent system, 

kind and concetration of accompayning substance in sugar 
hydrolysates, on К. values of the investigated carbohydrates. 
lysates, on R, values of the investigated carbohydrates. 

From different attainable filter paper the Whatman's paper Nr 1 
and Angel Reeve Nr 20! have been proved to be suitable for chro- 
matographic puposes. 

The influence of temperature as well as of impurities of the paper 
or salts, acid and alkali solutions on the R, has been discussed. 
It has been elaborated a system of solvents with which one could 
obtain a successfui separation of lactose, glucose and galactose on 
long strips of paper. 

There has been described a means of calculating the lengths of 
filter for complete separation of two compounds of closely related 
R; values. 
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